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cAMP : cyclic adenosine monophosphate  
CDC25HD : cell division cycle 25-homology domain  
C/EBP : CCAAT/enhancer binding protein 
CNB : cyclic nucleotide-binding domain  
COX2 : cyclooxygenase-2 
CPT : 8-(4-chlorophenylthio)-2’-O-methyl cAMP  
CREB : cAMP responsive element binding protein 
CRT : calreticulin 
CS-FBS : charcoal stripped-fetal bovine serum  
DAB : 3,3’-diaminobenzidine 
db-cAMP : dibutylyl-cyclic adenosine monophosphate 
DMEM : Dulbecco’s modified eagle’s medium  
DTPRP : decidual/trophoblast prolactin-related protein 
E2 : 17-estradiol  
ELISA : enzyme-linked immunoassay 
Epac : exchange protein directly activated by cAMP  
ER : endoplasmic reticulum 
ESCs : endometrial stromal cells 
EtsTs : immortalized endometrial stromal cells 
FOXO1 : forkhead box O1 
GAPDH : glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  
GDP : guanosine diphosphate  
GEF : guanine nucleotide exchange factor  
GTP : guanosine triphosphate  
HOXA10 : homeobox A10 
IGFBP1 : insulin-like growth factor binding protein 1  
IL11RA : interleukin 11 receptor, alpha 
LC-MS/MS : liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
LIF : leukemia inhibitory factor 
MPA : medroxyprogesterone acetate  
OVX : ovariectomy 
P4 : progesterone  
PBS : phosphate buffered saline  





PKA : protein kinase A  
PRL : prolactin 
PVDF : polyvinylidene difluoride 
Rap : Ras-associated protein 
RNA : ribonucleic acid  
RT-PCR : reverse transcription-polymerase chain reaction  
SA--Gal : senescence-associated   galactosidase 
SDS : sodium dodecylsulfate  
siRNA : small interfering RNA  


















































されている。マウス妊娠子宮には、インターロイキン-11 (IL-11) 受容体   鎖 
(IL-11RA) が常に発現しており、IL-11は脱落膜化時に発現が上昇する 3)。この IL-11RA
を欠損したマウスでは、性周期回帰、排卵、受精、胚盤胞形成に障害はみられないが、
脱落膜化が阻害され不妊になる 4)。一方、プロスタグランジン (PG) 合成の律速酵素

















 12)の発現が上昇する。In vitro においても内膜間質細胞に P4を処置すると、in 
vivo と同様に線維芽細胞様の形態から、敷石状の形態へと変化し、PRL や IGFBP1 の
分泌能の亢進が起こる。また、in vitro において、PGE2
 13)、リラキシン 14)、ゴナドト
ロピン 15)や様々なサイクリック AMP (cAMP) アナログ 16) の処置による細胞内の
cAMP 濃度の上昇は、プロテインキナーゼ A (PKA) シグナル伝達経路を活性化させ、
P4非存在下でも脱落膜化を誘導する。この培養内膜間質細胞を用いた in vitro 脱落膜
化誘導モデルは、脱落膜の形成メカニズムを解明する上で非常に有用であり、広く用
いられている。 
cAMP シグナルを仲介する因子として PKA が最もよく知られていた。しかし、1998 
年 de Rooij らと Kawasaki らにより、PKA とは異なる cAMP シグナル仲介因子とし
て Exchange protein directly activated by cAMP (Epac) が同定され、もう一つの cAMP
シグナル伝達経路が着目されている 17-19)。Epac には N 末端側の構造が異なる 2 つの
サブタイプの Epac1 と Epac2 がある 20) (Fig. 1)。Epac は cAMP により直接活性化され
るグアニンヌクレオチド交換因子 (cAMP-GEF) であり、cAMP が Epac の cAMP 結合
ドメイン (CNB) に結合すると Epac の立体構造が変化し、CDC25 ホモロジードメイ
ン (CDC25HD) に低分子量 GTP 結合タンパク質である Rap が結合する。この結合に
より、Rap は不活性の GDP 結合型から活性の GTP 結合型へと変換され、下流へとシ
グナルが伝達されていく。これまでに、Epac 選択的 cAMP アナログと PKA 選択的
cAMP アナログ、さらに Epac 選択的な阻害剤が開発され、両シグナルの活性化を区
別が出来るようになり、種々の細胞で Epac シグナルの役割が明らかとなってきてい
る。 
ヒト臍帯静脈血管内皮細胞では、Epac 選択的 cAMP アナログの処置による Rap1 の
活性化が細胞間ジャンクションの形成を促進することが報告されている 21)。また、ウ
シ副腎皮質細胞においては、Epac の活性化により副腎皮質ステロイドホルモンの合
成が促進することや、マウス膵 細胞では、Epac が Rap1 を介して Ca2+の細胞内へ
の流入を制御し、インスリンの分泌を調節していることも明らかになっている 22,23)。
過去に申請者らは、cAMP/Epac シグナル伝達経路が胎盤形成に関わることを報告した。
即ち、胎児の発育に重要な絨毛性ゴナドトロピン (hCG) や P4の産生と栄養膜細胞の
特徴であるシンシチウム化とよばれる細胞融合が Epac の活性化により促進されるこ
とを報告している 24)。このような結果から、これまで報告されてきた cAMP シグナ
ル伝達経路の活性化に伴う細胞機能の変化過程には PKA だけでなく、Epac が関わっ
ている可能性が推察される。母性胎盤ともいうべき子宮内膜の脱落膜化や腺の成熟に
おける PKA シグナル経路の重要性は既に知られているが、Epac シグナル経路の子宮




Figure 1. The multi domain structure of Epac 
A: Epac1 and Epac2 have the regulatory region with the cyclic nucleotide-binding domain (s) (CNB) and 
the catalytic region with the CDC25-homology domain (CDC25HD) responsible for the 
guanine-nucleotide-exchange activity. The Desheveled-Egl-10-Pleckstrin (DEP) domain is involved in 
membrane localization, the Ras exchange motif (REM) stabilizes the catalytic helix of CDC25HD and the 
Ras-association (RA) domain is a protein-interaction motif. B: Activation of Epac (indicated for Epac2) by 
cAMP results in the opening of the protein to enable interaction with Rap and, consequently, the 
conversion of GDP-Rap to GTP-Rap. 
 
本研究では、妊娠の成立に必須である子宮内膜間質細胞の脱落膜化と内膜腺の成熟
過程における cAMP/Epac シグナルの役割について明らかにする。 
第 1 章では、ヒト子宮内膜組織における Epac の発現を精査し、培養ヒト子宮内膜
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第 1 章 ヒト子宮内膜間質細胞の脱落膜化における Epac の関与 
ヒト子宮内膜間質細胞 (ESCs) は、月経周期の分泌期に脱落膜細胞へと分化（脱落
膜化）し、着床に適した状態に変わる。脱落膜化は、主に卵巣ステロイドの作用によ
る細胞内の cAMP シグナルの活性化により起こり、ESCs は、線維芽細胞様の形態か
ら敷石状の形態へと変化する。また、脱落膜化過程では、妊娠に必要な PRL や IGFBP1
の産生が亢進する。重要な細胞内セカンドメッセンジャーである cAMP のシグナル仲
介因子は PKA が知られている 16)。しかしながら、新規の cAMP シグナル仲介因子と
して Epac が同定され、現在、2 つのサブタイプ Epac 1 と Epac 2 が報告されている。
以前のヒト絨毛癌細胞株を用いた検討では、Epac シグナルの活性化により妊娠維持









第 1 節  実験材料及び実験方法 
 




組織より Satyaswaroop らの方法 25) を参考にして、ESCs を単離した。ESCs は、50 
g/mL ペニシリン、50 g/mL ストレプトマイシン、0.5 g/mL ファンギゾン (Life 
Technologies) 及びチャコール処理した 10 % (v/v) ウシ胎仔血清 (CS-FBS、Biological 
industries) を含む Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM)/F12 培養液にて培養し
た。なお、単離した ESCs は少なくとも 95 % がビメンチン陽性、サイトケラチン陰
性であることを確認した。さらに、内膜間質細胞株 (EtsTs) は、以前、当研究室で樹
立したもの 26) を用い、上記 ESCs と同様に培養を行った。ESCs、EtsTs は、10 %（v/v）
CS-FBS 及び抗生物質（50 g/ml ペニシリン、50 g/ml ストレプトマイシン、100 
g/ml ネオマイシン、GIBCO）、抗真菌薬（0.5 g/ml アムホテシリン B、GIBCO）を
含む DMEM/F12 培養液で培養した。 
 
1-2. Epac の免疫染色 
4 % パラホルムアルデヒドで約 10 時間浸し、固定した子宮内膜組織は、70 % エ
タノールに一晩、95 % エタノールに 6 時間、99.5 % エタノールに一晩、再び 99.5 % 
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エタノールに 5 時間、無水エタノールに 5 時間、再び無水エタノールに一晩、キシレ
ンに 3 時間、再びキシレンに 2 時間浸した。その後、パラフィンに浸して 65 ℃で 4
時間インキュベートし、さらに 1 時間パラフィン中でインキュベーションした。この
作成されたパラフィン包埋ブロックの組織切片をポリ-L-リジン (PLL) でコートし
たスライド上に調製した。パラフィン包埋切片を 65 ℃で 30 分間加熱した後、キシレ
ン及びエタノール溶液に順次浸し、脱パラフィン処理を行った。Phosphate buffered 
saline (PBS) で洗浄後、抗原賦活化反応として 100 ℃ に加熱した 10 mM クエン酸緩
衝液に組織スライドを浸し、20 分間ボイルした。30 分間室温で静置した後、PBS で
洗浄し、10 % ヤギ正常血清にて室温で 2 時間ブロッキングを行った。ポリクローナ
ル抗 Epac1 抗体 (#ab21235、6.7 g/ml、Abcam)、抗 Epac2 抗体 (clone H-220、2 g/ml、
Santa Cruz Biotechnology) と 4 ℃ で一晩反応させた。PBS で洗浄 (5 分、3 回) した
後、アミノ酸ポリマーと西洋ワサビペルオキシダーゼ結合型抗ウサギ  IgG 抗体 
(Histofine Simple Stain MAX-PO MULTI、Nichirei) と共に室温で 60 分間インキュベー
トした。PBS で洗浄 (5 分、3 回) 後、3,3'-Diaminobenzidine, tetrahydrochloride (Histofine 
Simple Stain DAB solution、Nichirei) を基質として発色反応を行った。発色反応に続い
てメチルグリーンにて核染色を行い、脱水処理後にエンテランで封入した。 
 
1-3. In vitro 脱落膜化 
ESCs、EtsTs (3×104 個/well) を 24 穴プレートに播種し、10 % CS-FBS 含有 DMEM/ 
F-12 メディウムで 37℃、24 時間培養した。その後、2 % CS-FBS 存在下で Epac 選択
的 cAMPの 8-(4-chlorophenylthio)-2’-O-methyl cAMP (CPT) (Biolog Life Science Institute)、
PKA 選択的 cAMP の N6-Phenyl-cAMP (Phe) (Biolog Life Science Institute) をそれぞれ
200 M ずつ単独処置、または Phe (200 M) と CPT (10、50、200 M) を共処置し、
48 時間培養した。また、同様に播種した ESCs に P4 (1 M) 及び E2 (10 nM)、または、




1-4. Small interfering (si) RNA 処置 
ESCs (3×10
4
 個/well) を 24 穴プレートに播種し、10 % CS-FBS 含有 DMEM/F-12
メディウムにて 37 ℃ で 一晩培養した。その後、それぞれ 30 pmol の Epac1 (5’-AUU 
GAG AUU CUU CUG CUC CUU GAG G-3’, 5’-CCU CAA GGA GCA GAA GAA UCU 
CAA U-3’, Invitrogen)、Epac2 (5’-UGU UCU UUA AGU CUG ACU GUA UUC G-3’, 
5’-CGA AUA CAG UCA GAC UUA AAG AAC A-3’, Invitrogen)、Rap1 (5’-CGA GUA 
CUG UGG AUG UGA A-3’, Santa Cruz Biotechnology) 特異的 siRNA、また、対照群と
して非標的コントロール siRNA (Qiagen) をプロトコールに従い、LipofectamineTM 
RNAiMAX (Invitrogen) を用いて細胞に導入した。 
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1-5. ウエスタンブロット解析 
培養細胞を RIPA Buffer (Cell Signaling Technology) で回収した後、不溶性物質を取
り除去するために遠心分離 (4 ℃、13,000 rpm、10 分間) し、その上清をサンプルと
した。Bradford 法に基づくタンパク質定量試薬 (Bio-Rad) を用いて、各サンプル中
のタンパク質量を定量した。各サンプル (20 g のタンパク質を含む) に 4×Loading 
Buffer (200 mM Tris (pH 6.8)、8 % SDS、0.4 % ブロモフェノールブルー)を加え、3 分
間煮沸した後、5～20 %グラディエントポリアクリルアミドゲルを用い電気泳動 (26 
mA 定電流) を行った。その後、タンパク質を PVDF メンブランに転写 (128 mA、定
電流) し、イムノブロック液にて室温で 1 時間ブロッキングした。その後、抗 Epac1
抗体  (1:2000、Cell Signaling Technology)、抗 Epac2 抗体  (1:2000、Cell Signaling 
Technology)、抗 Rap1 抗体 (1:2500、Upstate) または抗 p-CREB 抗体 (87G3、1:100、
Cell Signaling Technology) と共に 4 ℃ で一晩インキュベートした。TBST (20 mM 
Tris-HCl (pH 7.5)、150 mM NaCl、0.1% Tween) でメンブランを洗浄 (10 分、3 回) 後、
ペルオキシダーゼ標識抗マウス IgG 抗体 または、同標識抗ウサギ IgG 抗体 (1:5000、
Vector laboratories) を用いて 1 時間インキュベートした。TBST で洗浄 (10 分、3 回) 
後、化学発光試薬 (ImmobilonTM Western Chemiluminescent HRP Substrate、Millipore ま
たは、Western LightningTM、PerkinElmer Life Sciences Inc.) で発光させ、バンドを確認
した。なお、同じメンブランにおいて、内部標準である GAPDH タンパク質を検出す
るため、ストリッピング液 [62.5 mM Tris (pH 6.8)、2 % SDS、0.7 % 2-メルカプトエタ
ノール] を用いて脱抗体反応 (50 ℃、30 分間) を行った。TBST で洗浄後、ブロッ





1-6. リアルタイム RT-PCR 解析 
トータル RNA の抽出は ISOGEN（Nippon Gene）を用い、添付のプロトコールに従
って行った。抽出したトータル RNA (100 ng) を用いて、iScriptTM One-Step RT-PCR Kit 
With SYBR
®
 Green（Bio-Rad）でリアルタイム RT-PCR 解析を行った。本解析に用い
たプライマーの配列は以下に示す通りである。RT-PCR 反応は iCycler サーマルサイク
ラー（Bio-Rad）を用いて 50 ℃ で 30 分間の逆転写反応、95 ℃ で 5 分間の逆転写
酵素の失活に次いで 95 ℃ で 10 秒間の変性反応、60 ℃ で 30 秒のアニーリング反
応と伸長反応を 45サイクル行った。各サンプル中の mRNA 発現量を比較するため、
Comparative Ct 法で解析した。即ち、ある一定の蛍光強度を示したサイクル数を閾値 
(Ct) とし、目的遺伝子の Ct と内部標準である GAPDH の Ct より、以下の計算式でサ
ンプル間の発現量の比を求めた。 
発現量＝2－(⊿⊿Ct) 
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⊿⊿Ct = ⊿Ct サンプル A－⊿Ct サンプル基準 
⊿Ct サンプル A = Ct 目的遺伝子サンプル A －Ct GAPDH サンプル A 















1-7. IGFBP1 の ELISA 解析 
培養メディウム中の IGFBP1 タンパク質量は human IGFBP1 DuoSet kit (R&D 
Systems) の使用法に従ったサンドイッチ ELISA 法で定量した。メディウムは、遠心
分離 (4 ℃、10,000 rpm、10 分間) し、その上清をサンプルとした。96 穴プレート に
キット内の Capture Antibody を加え、室温で一晩静置した。PBST (20 mM phosphate 
buffer (pH 7.45)、150 mM NaCl、0.05% Tween) で 3 回洗浄した後、20 mM phosphate 
buffer (pH 7.45)、150 mM NaCl、5% Tween、0.05% NaN3 を含むブロッキング液にて室
温で 1 時間インキュベートした。PBST で 3 回洗浄した後、リコンビナントヒト
IGFBP1 (0.125～2 ng/mL の希釈系列) または、培養メディウムサンプルをウェルに添
加し、室温で 2 時間インキュベートした。PBST で 3 回洗浄した後、Detection Antibody
を加え、室温で 2 時間インキュベートした。その後、西洋ワサビペルオキシダーゼ
標識ストレプトアビジン溶液  (ImmunoPure® Streptavidin, Horseradish Peroxidase 
Conjugated、Thermo SCIENTIFIC) を加え、室温で 2 時間インキュベートした。PBST
で 3 回洗浄した後、Substrate solution を加え、室温で 20 分間インキュベーションを
行い、1 M H2SO4 を加えて呈色反応を終了させた。反応終了後マイクロプレートリー





 ESCs に Epac1、Epac2 または Rap1 siRNA を 24 時間処置した。さらに 24 時間また
は 8 日 間 培 養 し た 後 、 2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitropheny)-5- 
(2,4-disulfophenyl)-2H-terrazolium, monosodium salt (WST-8) を加え 37 ℃で 20 分間培
養した。マイクロプレートリーダー (TECAN、Wako) で培養液の吸光波長 450 nm の




1-9. 活性型 Rap1 の検出 
活性型 Rap1 (GTP-結合型 Rap1) の検出には、Rap1 Activation Assay kit (Millipore) を
用いた。培養細胞をキット内の Rap1 Activation Lysis Buffer (50 mM Tris-HCl (pH 7.5)、
500 mM NaCl、2.5 mM MgCl2、1% NP40、10% glycerol) で回収した。遠心分離 (4 ℃、
14,000 rpm、5 分間) 後、上清を回収し、その一部を総 Rap1 量を調べるために別に回
収した。残りの上清に Ral GDS-Rap1 結合ドメインを結合したアガロース (GTP 結合
型 Rap1 に特異的に結合する) を加え、4 ℃で 45 分間穏やかに攪拌した。遠心分離 
(4 ℃、14,000 rpm、10 秒間) 後、上清を取り除き、Rap1 Activation Lysis Buffer を加
えて洗浄した。この操作を 3 回繰り返した後、上清を取り除き、2×Loading Buffer (100 
mM Tris (pH 6.8)、4 % SDS、0.2 % ブロモフェノールブルー) を加えた。このサンプ
ルと総 Rap1 量を調べるために予め回収した細胞溶解液を 3 分間煮沸した後、5～20 %
グラディエントポリアクリルアミドゲル (SuperSepTM Ace、Wako) で電気泳動 (26 mA 
定電流) し、タンパク質を PVDF メンブランに転写 (128 mA、定電流) した。イムノ
ブロック液 (Dainippon Sumitomo Pharma) でメンブランを室温で 1 時間ブロッキン
グした。その後、抗 Rap1 抗体 (1:2500、Millipore) を用いて、前述のウエスタンブロ




PRL (dPRL) は、下垂体由来 PRL の転写開始点から約 6000 塩基対上流から転写され
る。なお、dPRL と下垂体由来 PRL のアミノ酸配列は同じである。そこで dPRL のプ
ロモーター領域の配列 (-dPRL-wt: -332~ +65) を、ヒト子宮内膜間質細胞のゲノム
DNA をテンプレートにした PCR で増幅した。このプロモーター領域には、C/EBP
と C/EBPの結合部位がある。C/EBPと C/EBPの結合配列を変異させた(dPRL-mut: 
-270~-301, dPRL-mut: -291~-311, dPRL-mut: -270~-311) DNA フラグメントは以下に
示すプライマーを用いて、PCR 法で調製した。調製して得られた PCR 産物を制限酵
素 Kpn1/Xho1 で pNL1.3 (Promega) へサブクローニングし、レポータープラスミドと
した。pNL1.3 はレポーター遺伝子としてトゲオキヒオドシエビ由来のルシフェラー
ゼが用いられており、この産生されたルシフェラーゼは分泌型のため、培養液を用い
て転写活性を測定する。24 穴プレートに播種したサブコンフルエントの ESCs の培養
液を 2 % CS-FBS 含有 DMEM/F12 メディウムへ交換し、一晩培養した後、脱落膜化刺
激を 1 時間行った。その後、調製したレポータープラスミド (1 g) をリン酸カルシ
ウム共沈殿法 (133 mM CaCl2, 25 mM HEPES, 140 mM NaCl) で導入、37℃にて 4 時間
インキュベート後、PBS で洗浄し、脱落膜化刺激を 48 時間行った。その後培養液を
回収し、レポーター遺伝子の酵素活性を Nano-Glo Luciferase Assay System (Promega) 
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 ELISA とリアルタイム RT-PCR の結果を平均値 ± 標準誤差で示した。有意差検



























- 10 - 
 
第 2 節  実験結果 
 
2-1. ヒト子宮内膜組織における Epac1 及び Epac2 の局在 
増殖期と分泌期の子宮内膜組織におけるEpac1及びEpac2の局在を免疫組織染色法
で調べた。Epac1 は増殖期と分泌期の子宮内膜において管腔上皮 (le)、腺上皮 (ge) 、
間質細胞 (s) に発現していた (Fig. 2 A, B)。また、Epac2 も管腔上皮、腺上皮、間質
細胞に発現していた (Fig. 2 C, D)。Epac1 と Epac2 発現は分泌期において核膜でみら
れた。さらに、月経周期の増殖期、分泌期で Epac1 と Epac2 発現に違いはみられなか
った。ネガティブコントロールにおいて非特異的な染色はなかった (Fig. 2 E, F)。 
 
Figure 2. Epac1 and Epac2 are expressed in human endometrium 
Sections of proliferative (A, C, E) and secretory (B, D, F) phase human endometrium were immunostained 
with anti-Epac1 (A, B; brown staining) or anti-Epac2 (C, D; brown staining) antibody, or rabbit IgG (E, F; 
negative control) and counterstained with methyl green to visualize nuclei. Representative pictures from 
proliferative (n=6) and secretory (n=4) phases are shown. le: luminal epithelial cells, ge: glandular 
epithelial cells, s: stromal cells. Scale bars: 50 m. 
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2-2. ESCs の脱落膜化に対する Epac 選択的 cAMP アナログの効果 
緒言で述べたように、ヒト ESCs の脱落膜化には PKA を介した cAMP シグナル伝
達経路が重要であることが報告されている 16)。そこで、この cAMP/PKA シグナルの
活性化に伴う脱落膜化機構に Epac が関与するのか検討した。初代培養 ESCs と以前、
当研究室で樹立した ESCs 株 (EtsTs) に、PKA 選択的 cAMP アナログ (Phe) または
Epac選択的 cAMPアナログ (CPT) をそれぞれ 200 M ずつ単独処置、またはPhe (200 
M) と CPT (10、50、200 M) を共処置 (Phe/CPT) した。48 時間培養後に脱落膜マ
ーカーとして知られている PRL、IGFBP1 と FOXO1 の mRNA 発現をリアルタイム
RT-PCR 法を用いて解析した (Fig. 3)。初代培養 ESCs 及び EtsTs 共に Phe 単独処置群
では、未処置の対照群に比べ PRL、IGFBP1 及び FOXO1 mRNA 発現レベルが上昇し
たが、CPT 単独処置群ではこれらの発現は変化しなかった。しかし、Phe/CPT 群では
Phe 単独処置群と比べて、PRL と IGFBP1 の mRNA 発現量がさらに増加した。一方、
FOXO1 mRNA 発現レベルは、Phe/CPT 群と Phe 単独処置群の間で差はなかった。こ
れらの Phe 誘導性の IGFBP1 と PRL mRNA 発現に対する CPT の促進効果は、cAMP
誘導性の脱落膜化に Epac が関与していることを示している。 
 
2-3. In vitro 脱落膜化に対する Epac1、Epac2 及び Rap1 発現抑制の効果 
脱落膜化における Epac シグナル経路の関与をさらに調べるために、内因性の Epac1、
Epac2、Epac 経路の下流シグナル伝達因子として知られている Rap1 の発現を siRNA
を用いて抑制した後、各 cAMP アナログを処置し、脱落膜化マーカーの発現を調べた 
(Fig. 4)。Epac1、Epac2 または Rap1 の特異的 siRNA を導入した後、それぞれのタンパ
ク質量が減少することを確認した (Fig. 4 A)。Phe 単独処置及び、Phe/CPT 共処置後の
IGFBP1 と PRL mRNA 発現レベルは対照群 (Cont siRNA 導入群) と比べ、Epac1、
Epac2 または Rap1 ノックダウンにより抑制された (Fig. 4 B, C)。一方、FOXO1 mRNA
発現は、Epac1 または Rap1 をノックダウンしても変化しなかったが、Epac2 ノックダ
ウンにより抑制された (Fig. 4 D)。なお、Epac1、Epac2 及び Rap1 をノックダウンし
ても細胞の生存率には影響しなかった（Fig. 4 E）。 
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Figure 3. Epac-selective cAMP analog enhances PKA-mediated IGFBP1 or PRL mRNA expression in 
primary ESCs and immortalized (EtsTs) 
Primary ESCs (A) and EtsTs (B) were cultured in medium with or without PKA-selective cAMP analog 
Phe (200 M), the Epac-selective cAMP analog CPT (200 M), or a combination of Phe (200 M) and 
CPT (10, 50, or 200 M) for 48 h. Total RNA was amplified by real-time RT-PCR to determine IGFBP1, 
PRL or FOXO1 mRNA levels. GAPDH served as an internal control. The data from four independent 
experiments are presented. Values represent mean ± SEM and are relative to the value for treatment with 
Phe alone. *p<0.05, **p<0.01 vs. Phe; #p<0.01 vs. Cont. 
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Figure 4. Epac1, Epac2 or Rap1 knock-down inhibits cAMP analogs-induced decidual markers 
expression in ESCs 
A: ESCs were treated for 24 h with the non-targeting control (Cont), Epac1, Epac2 or Rap1 siRNA and 
treated with Phe (200 M), or a combination of Phe and CPT (200 M) for 48 h. Epac1, Eapc2 and Rap1 
expression levels were determined using immunoblotting. Blots were stripped and re-probed with 
anti-GAPDH antibody as a loading control. B-D: Total RNA was amplified by real-time RT-PCR to 
determine IGFBP1 (B), PRL (C) or FOXO1 (D) mRNA levels. GAPDH served as an internal control. The 
data from six independent experiments are presented and expressed as mean ± SEM relative to the value 
for treatment with Phe alone. *p<0.01 vs. Cont siRNA; #p<0.01 vs. Cont; †p<0.01 vs. Phe. (E) ESCs were 
treated with siRNA for 24 h and cultured for another 24 h. Cell viability was evaluated using the WST-8 
assay. The data from three independent experiments are expressed as mean ± SEM relative to control 
levels. n.s., not significant (vs. Cont siRNA). 
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2-4. ESCs における Rap1 の活性化に対する Epac の関与 
Fig. 4 B, C において Rap1 ノックダウンにより IGFBP1、PRL mRNA が抑制されるこ
とを示した。しかしながら、Rap1 が ESCs において CPT の処置により活性化される
のかは不明である。ESCs に Phe または CPT を処置した後、活性型 (GTP 結合型) 
Rap1 量をプルダウンアッセイにて解析した。その結果、ESCs に CPT を処置しても
活性型 Rap1 量は増加しなかった (Fig. 5 A)。また、Phe 処置も活性型 Rap1 レベルに
影響しなかった。次に、予め Phe を 48 時間処置し、脱落膜化を進行させた ESCs に
Phe、CPT または、アデニル酸シクラーゼ活性化薬である Forskolin を処置し、Rap1
の活性化状態を調べた。Phe を前処置した細胞にさらに Phe を処置しても Rap1 の活
性化量は変化しなかったが、CPT を処置した細胞では Rap1 の活性化量が上昇した 
(Fig. 5 B)。 
また、Forskolinの処置により細胞内 cAMP濃度を増加させても明らかな活性型Rap1
量の増加がみられた(Fig. 5 B)。また、脱落膜化が進行した ESCs の Rap1 の活性化に
対するEpac1とEpac2ノックダウンの効果について検討した。対照群 (Cont siRNA) に
比べ、Epac1 と Epac2 ノックダウン群では、CPT による活性型 Rap1 の上昇レベルは
低かった (Fig. 5 C)。これらの結果から、脱落膜化過程の ESCs では、cAMP 上昇によ
り Epac を介した Rap1 の活性化が起こることが示唆された。 
 
Figure 5. Rap1 is activated by Epac1 and Epac2 in Phe-pretreated ESCs 
A, B: ESCs were cultured in the absence (A) or presence (B) of Phe (200 M) for 48 h, and then incubated 
with CPT (200 M), Phe (200 M) or Forskolin (10 M) for 20 min. C: ESCs pretreated with Phe (200 
M) for 48 h were cultured with non-targeting control (Cont), Epac1 or Epac2 siRNA for 24 h. ESCs were 
then incubated with Phe for another 24 h and treated with CPT (200 M) for 20 min. Cell lysates were 
incubated with a GST-RalGDS-Rap1 binding domain fusion protein and pulled down with glutathione 
agarose to determine GTP-Rap1 levels. The upper panels (in A-C) show representative immunoblots of 
GTP-Rap1 and total Rap1. The graphs show GTP-Rap1 levels normalized to total Rap1 levels from three 
independent experiments. *p<0.05, **p<0.01 vs. Cont (in B) and vs. Cont siRNA (in C). Data are 
presented as ratios of Cont (A, B) or Cont siRNA (C); values represent mean ± SEM.  
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2-5. 卵巣ステロイドによる脱落膜化誘導に対するEpac選択的 cAMPアナログの効果 
 前述した結果より、cAMP シグナルの活性化を介した脱落膜化機構に、Epac1、Epac2
並びに Rap1 が関与していることが示された。そこで、生理的な脱落膜化刺激因子と
考えられている P4/E2を処置した場合の Epac の関与を検討した。ESCs に P4と E2を 8
日間処置 (P4/E2群) すると、IGFBP1、PRL 及び FOXO1 mRNA 発現レベルが上昇し
た。また、P4/E2 に加えて CPT をさらに処置 (P4/E2/CPT 群) すると、IGFBP1 と PRL 
mRNA 発現レベルが P4/ E2群と比べて有意に亢進した (Fig. 6 A, B, C)。また、培養メ
ディウム中の IGFBP1 分泌レベルも同様に P4/E2群で亢進し、P4/E2/CPT 群ではさらに
上昇した (Fig. 6 D)。 
さらに、卵巣ステロイド誘導性の脱落膜化に対する Epac1、Epac2、Rap1 ノックダ
ウンの効果を調べた。Epac1、Epac2並びにRap1ノックダウンは、P4/E2またはP4/E2/CPT
誘導性の IGFBP1 と PRL mRNA (Fig. 6 E, F) と IGFBP1 分泌 (Fig. 6 H) を有意に抑制
した (Fig. 6 E, F, H)。また、Epac2 ノックダウンは FOXO1 mRNA 発現も抑制した (Fig. 
6 G)。さらに、脱落膜化特有の敷石状の形態への変化と Epac1、Epac2 と Rap1 の関係
について検討を行った。Cont siRNA 導入群では、P4/E2処置により、よく知られてい
るように ESCs は線維芽細胞様の形態から敷石状の脱落膜細胞へと分化した (Fig. 6 
I-a, b)。この処置に加えて CPT を処置すると、この脱落膜細胞への形態変化がより顕
著にみられた (Fig. 6 I-c)。一方、Epac1 または Rap1 発現を抑制すると P4/E2または
P4/E2/CPT 処置によるこの形態変化が阻害され、線維芽細胞様の未分化な形態のまま
だった (Fig. 6 I-d, e, f, j, k, l)。また、Epac2 をノックダウンした ESCs では、卵巣ステ
ロイド処置の有無に関わらず、敷石状の脱落膜細胞とは明らかに異なる大きく扁平状
の形態を示した (Fig. 6 I-g, h, i)。 
 
2-6. Epac による PRL 転写調節機構の解明 
Epac シグナルの活性化が卵巣ステロイド並びに、cAMP アナログによる PRL、
IGFBP1 mRNA 発現を促進することを示したが、その詳細な発現調節機構については
不明である。そこで、EpacシグナルがPKAシグナルの下流因子である cAMP responsive 
element binding protein (CREB) 
16)の活性化 (リン酸化) を起こすのか否かについて調
べた。ESCs に Phe を処置すると CREB のリン酸化レベルが上昇したが、CPT では変
化しなかった (Fig. 7 A)。また、Phe/CPT 処置も Phe 単独処置と同等のレベルであっ
た。さらに Phe による CREB のリン酸化は Epac1、Epac2 及び Rap1 をノックダウン
しても変化しなかった (Fig. 7 B)。この結果は、Phe/CPT による PRL 発現の増強と、
Epac1、Epac2 並びに Rap1 ノックダウンによる Phe 誘導性の PRL 発現の抑制に、
PKA/CREB シ グ ナ ル 経 路 が 関 与 し て い な い こ と を 示 し た 。 一 方 、
CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP)  は、PRL と IGFBP1 の共通の転写因子とし
て知られる 27)。ヒト臍帯静脈血管内皮細胞において Epac 選択的 cAMP アナログの処
置により C/EBP発現量が増加することが報告されている 28)。そこで、ESCs での Epac








ルであった。また、C/EBPの結同部位を 2 つ変異させた dPRL-mutでは dPRL の転
写活性レベルはさらに減少したFig. 7 C。この結果は、Epac が C/EBPを介して PKA
誘導性の PRL mRNA 発現を増強していることを示している。 
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Figure 6. Epac1, Epac2 or Rap1 knock-down inhibits ovarian steroid-induced functional and 
morphological decidualization 
A-D: ESCs were cultured in the absence (Cont) or presence of the ovarian steroids, progesterone (P4, 1 
M) and estradiol (E2, 10 nM), or a combination of P4, E2 and CPT (200 M) for 8 days. Culture medium 
was replaced with fresh medium on alternate days. E-J: ESCs were treated for 24 h with non-targeting 
control (Cont), Epac1, Epac2 or Rap1 siRNA, and then with ovarian steroids (P4/E2) or a combination of 
steroids and CPT (P4/E2/CPT) for 8 days. A-C, E-G: IGFBP1 (A, E), PRL (B, F) or FOXO1 (C, G) mRNA 
level was determined by real-time RT-PCR amplification of total RNA and normalized to the GAPDH level. 
(D, H) IGFBP1 protein level in the culture medium was determined by ELISA and normalized to total cell 
protein. I: Representative micrographs of ESCs transfected with siRNA and treated with P4/E2 or 
P4/E2/CPT for 8 days. Scale bars: 100 m. A-H: Data from four independent experiments are presented. 
Values represent mean ± SEM and are relative to the value for treatment with P4/E2. #p<0.01 vs. Cont; 
†p<0.05, ††p<0.01 vs. P4/E2; *p<0.01 vs. Cont siRNA.  
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Figure 7. Epac-mediated C/EBP promotes transcriptional activity of PRL 
A. ESCs were treated for 30 min with Phe (200 M) and/or CPT (200 M). B. ESCs were treated with the 
non-targeting control (Cont), Epac1, Epac2, Rap1 or CRT siRNA for 24 h, and then treated with Phe (200 
M). Cell lysates were subjected to immunoblot analysis with anti-p-CREB antibody. The same blot was 
stripped and re-probed with anti-CREB antibody. Data from two independent experiments are presented. C. 
ESCs were transfected with dPRL-332, -mut, -mut or –mut pNL vector (1 g) and then treated with 
Phe (200 M) and/or CPT (200 M) for 48 h and measured the luciferase activity. Data from four 
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第 3 節  考察 
 
 ヒトにおいて Epac1 は様々な臓器でユビキタスに発現しており、Epac2 は、脳や心





ESCs では、卵巣ステロイドなどの刺激により、細胞内 cAMP 濃度が上昇し、PKA
シグナル伝達経路の活性化が起こることによって脱落膜化するものと考えられてい
る。しかし、cAMP シグナル仲介因子である Epac が脱落膜化に関与するのか否かに
ついては不明であった。本研究では、in vitro 脱落膜化モデルを用いて Epac 選択的
cAMPアナログ (CPT) と PKA選択的 cAMP アナログ (Phe) の作用を検討した。ESCs
株及び初代培養 ESCs に Phe を処置し、PKA シグナルを活性化すると、脱落膜化マー
カーである IGFBP1、PRL 及び FOXO1 の mRNA 発現が上昇した。しかし、CPT を単
独処置してもこれらの発現は変化しなかった。興味深いことに、Phe と CPT を共処置
すると IGFBP1とPRLのmRNA発現は、Phe単独処置と比べてさらに上昇した。FOXO1
の mRNA 発現は Phe 単独処置と比べて変化がなかった。さらに、Epac1、Epac2 をノ
ックダウンすると cAMP アナログ処置後の IGFBP1 と PRL mRNA 発現が減少したこ
とからも、Epac が、cAMP シグナルを介する IGFBP1 と PRL の発現機構に関与して
いることが示唆された。Epac シグナルの下流因子として知られている Rap1 は、脱落
膜化刺激 (Phe) を加えていない未分化の ESCs では CPT を処置しても活性化せず、
Phe の処置により脱落膜化を進行させた時に CPT を処置することで活性化した。同様
に Phe を処置して脱落膜化をある程度進行させた ESCs の Epac1 または、Epac2 発現
をノックダウンすると、CPT 処置による Rap1 の活性化が抑制された。Rap1 の発現を
ノックダウンすると、Epac1、Epac2 のノックダウン時と同様に cAMP アナログ処置
による IGFBP1、PRL の mRNA 発現が減少した。これらの結果は、ESCs においても
Epac1 と Epac2 による Rap1 活性化機構が保持されていることを意味する。ヒト膵が
ん細胞では、Rap1 は PKA と Epac の両シグナルにより活性化されることが報告され
ている 29)。ラット甲状腺細胞株では、細胞接着や細胞骨格の調節因子であるラディ
キシンが PKA と Epac の足場タンパク質として複合体を形成し、Rap1 を活性化する
という報告がある 30)。本研究は、ESCs においても Epac を介する Rap1 シグナルには、
PKA 経路の活性化が必要であることを示した。 
脱落膜化過程において P4の作用は cAMP/PKA シグナルを介していることが示され
てきた。その機構として Matsuoka らは ESCs において P4が Wnt5a を介して cAMP シ
グナルを活性化させることを報告している 31)。本研究において、CPT が卵巣ステロ
イド誘導性の IGFBP1 や PRL mRNA 発現を促進したこと、Epac1、Epac2 及び Rap1
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のノックダウンが卵巣ステロイド誘導性の IGFBP1 と PRL mRNA 発現を抑制したこ
とから、生理的な脱落膜化に Epac が関わるという仮説が強く示唆された。一方、
FOXO1 mNRA 発現は、Epac2 ノックダウンでは減少したが、Epac1、Rap1 のノック
ダウンでは変化しなかった。この違いについては不明であるが、FOXO1 mRNA 発現
は Rap1 に依存しないこと、Epac2 は Rap1 に依存しない機能を有していることが考え
られる。 
Epac による IGFBP1 と PRL の mRNA 発現促進作用メカニズムについては不明であ
るが、Epac 選択的 cAMP アナログ処置によりこれらの mRNA 発現量が増加したこと
から、Epac は転写レベルで PRL と IGFBP1 の mRNA 発現を調節していることが考え
られる。興味深いことに、PRL と IGFBP1 の共通の転写因子として知られる C/EBP  
27)は、ヒト臍帯静脈血管内皮細胞において Epac 選択的 cAMP アナログの処置により
発現量が増加することが報告されている 28)。さらに、マウス樹状細胞において、Epac
は C/EBPをリン酸化し、IL23 subunit p19 のプロモーター活性を誘導する 32)。本研究
において、PRL のプロモーター領域に存在する C/EBPの結合配列を変異させると、
CPT による Phe 誘導性 PRL 転写活性の増強が消失した。さらに、PKA シグナルの下
流因子である CREB の活性化に CPT 処置や、Epac ノックダウンが影響しなかった。
これらは、ESCs において Epac シグナルが PKA/CREB 経路に作用するのではなく、
C/EBPを介して PRL の発現を増加させることを示している。 
さらに Epac 選択的 cAMP アナログが卵巣ステロイド誘導性の形態変化をさらに促
進し、Epac1、Epac2、Rap1 ノックダウンはこの形態変化を阻害することを明らかに
した。この結果は Epac が PRL や IGFBP1 の発現といった機能的分化だけではなく、
形態的分化に関与していることを示している。また、Epac1、Rap1 ノックダウンとは
異なり、Epac2 ノックダウン時のみ、脱落膜化刺激の有無に関わらず大きく扁平状の
形態へと変化した。この結果は Epac2 が Rap1 に依存しない機能を持っている可能性
を示唆する。 
Petersen らは、マウス線維芽細胞の分化における PKA と Epac シグナルの協調的な





と共処置すると発現が増強した。Epac1、Epac2 及び Rap1 のノックダウンでは、Phe
単独処置による IGFBP1 と PRL mRNA 発現も減少した。また、Rap1 は脱落膜化した
ESCs でのみ活性化した。これらのことから、cAMP を介した ESCs の脱落膜化過程に
おいて、Epac/Rap1 シグナル伝達経路は PKA シグナル伝達経路と協調して機能的か
つ形態的な脱落膜化を調節していることが示唆された。 
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第 4 節  小括 
 
本章では、ヒト子宮内膜における Epac の発現と培養 ESCs の脱落膜化における Epac
の関与について検討を行い、以下の新知見を得た (本研究結果は、Placenta, 34, 212-221, 
2013







(2) EtsTs 及び ESCs において、PKA 選択的 cAMP アナログ (Phe) の単独処置は、脱
落膜化マーカーである IGFBP1、PRL、FOXO1 の mRNA 発現を上昇させる。一方、
Epac 選択的 cAMP アナログ (CPT) の単独処置は効果がないが、CPT と Phe を共
処置すると、IGFBP1、PRL の mRNA 発現は Phe 単独処置群に比べ有意に上昇す
る。 
 
(3) ESCs において、Epac1、Epac2 または Rap1 をそれぞれノックダウンすると Phe
単独処置、Phe と CPT の共処置より誘起される IGFBP1、 PRL の mRNA 発現が
減少する。FOXO1 の mRNA 発現は Epac2 ノックダウン時のみ減少する。 
 
(4) 未分化の ESCs では、CPT を処置しても Rap1 は活性化されないが、脱落膜化進
行中の ESCs では CPT の処置により Rap1 が活性化する。また、Epac1 または Epac2
をノックダウンすると、この Rap1 の活性化は抑制される。 
 
(5) ESCs において、生理的な脱落膜化刺激となる卵巣ステロイドホルモン (P4/E2) の
処置による IGFBP1、PRLのmRNA発現は、CPTの共処置によりさらに上昇する。
Epac1、Epac2、Rap1 ノックダウンは P4/E2または CPT 共処置による IGFBP1、PRL 
mRNA 発現を抑制する。さらに、P4/E2 による脱落膜細胞への形態的分化は CPT
共処置によりさらに促進する。この形態変化を Epac1、Epac2 並びに Rap1 ノック
ダウンは阻害する。 
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第 2 章 ヒト ESCs の脱落膜化に対する新規 Epac2 下流因子の同定と役割 






の関連をヒト ESCs の in vitro 脱落膜化モデルを用いて検討した。 
 
 
第 1 節 実験材料及び実験方法 
 
1-1. ESCs の単離と培養 
ヒト ESCs の単離及び培養は第 1 章、第 1 節、1-1 と同様の方法で行った。 
 
1-2. siRNA 処置 
第1章、第1節、1-4と同様にヒトESCs (3×104 個/well) に30 pmol の Epac1、Epac2、
Rap1 (各配列は第 1 章、第 1 節、1-4 と同様)、calreticulin (CRT) (5’-GCA GAC AAG CCA 
GGA UGC ACG CUU U-3’, 5’-AAA GCG UGC AUC CUG GCU UGU CUG C-3’, 
Invitrogen) 特異的 siRNA、また、対照群として非標的コントロール siRNA (Qiagen) を
導入した。 
 
1-3. 液体クロマトグラフィータンデムマススペクトロメトリー (LC-MS/MS) 解析 
上記 1-2 の方法で Control または Epac2 siRNA を処置した細胞のライセート (20 g
タンパク質を含む) を SDS-PAGE にて分離した後、クマシーブリリアントブルー 
(CBB) にてゲル中のタンパク質を染色した。Epac2 ノックダウン細胞のライセートに
おいて、約 50 kDa 付近にその存在量が少ないバンドが見られた。このバンドを切り
出し、トリプシンで消化した後、LC-MS/MS にて解析し、Mascot search engine にてバ
ンド内に含まれるタンパク質を同定した (Japan Bio services)。 
 
1-4. ウエスタンブロット解析 
第 1 章、第 1 節、1-5 と同様の方法でサンプルを調製した。1 次抗体は、抗 Epac1
抗体、抗 Epac2 抗体または抗 Rap1 抗体、抗 GAPDH 抗体 (第 1 章、第 1 節、1-5 と同
様)、抗 CRT 抗体 (1:2000、Cell Signaling Technology)、抗 p21 抗体 (1:2000、Cell Signaling 
Technology)、抗 p53 抗体 (1:2000、Cell Signaling Technology) を用いた。得られたバ
ンドをデンシトメトリー解析により数値化し、目的のバンドの数値を、内部標準であ
る GAPDH のバンドの数値で補正することにより、各サンプル間のタンパク質量の比




1-5.リアルタイム RT-PCR 解析 
トータル RNA の抽出は ISOGEN（Nippon Gene）を用い、添付のプロトコールに従
って行った。抽出したトータル RNA (100 ng) を用いて、第 1 章、第 1 節、1-6 と同様






1-6. IGFBP1 の ELISA 解析 
第 1 章、第 1 節、1-7 と同様に培養メディウム中の IGFBP1 タンパク質量は human 




第 1 章、第 1 節、1-8 と同様に ESCs に CRT siRNA を 24 時間処置した。さらに 24
時間培養した後、WST-8 (Dojinndo) を加え 37 ℃で 20 分間培養した。マイクロプレ
ートリーダー (TECAN、Wako) にて培養液の吸光波長 450 nm の吸光度を測定した。
得られた吸光度から、細胞の生存率を相対値で表した。 
 
1-8. 老化関連ガラクトシダーゼ (SA--Gal) 染色 
1-2 の方法で Control、Epac2 または CRT siRNA を処置した ESCs に 4 % パラホルム
アルデヒドを 10 分間加えて固定した後、PBS で 2 回洗浄を行った。SA--Gal 染色液 
(PBS (pH 6.0)、5 mM フェロシアン化カリウム、5 mM フェリシアン化カリウム、1 mM 




ウエスタンブロット、リアルタイム RT-PCR、ELISA の結果は平均値 ± 標準誤差
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第 2 節 実験結果 
 
2-1. Epac2 下流因子の同定 
Epac2 の標的因子を同定するために、Control または Epac2 siRNA を処置したサンプ
ルを SDS-PAGE で分離した後、CBB で全タンパク質を染色したところ、50 kDa 付近
に Control 群と比べ、Epac2 ノックダウン群で発現が減少するバンドを確認した。こ
のバンドを LC-MS/MS 法にて解析した結果、候補として 12 個の因子を確認した 
(Table. 1)。これら候補のうち Calreticulin (CRT) はヒト子宮内膜に発現していること
が報告されているが 36)、子宮機能との関連は不明である。そこで、まず Epac2 ノック
ダウンにより CRT が減少するのかイムノブロットにて再確認した。Epac2 ノックダウ
ンは CRT タンパク質、mRNA 発現共に減少させた (Fig. 8 A, C)。しかしながら、Epac1
と Rap1 の発現抑制は CRT 発現に影響を与えなかった (Fig. 8 B)。また、cAMP アナ
ログも CRT 発現に影響を与えなかった (Fig. 8 A-C)。これらの結果から、CRT の発現
が Epac2 により調節されることが示唆された。 
 
 
Table 1. The candidates of Epac2 downstream factors identified by proteomic analysis 
 
2-2. 脱落膜マーカー発現に対するカルレティキュリン (CRT) 発現抑制の効果 
Epac2 下流因子として同定した CRT の脱落膜化における役割を調べるために、脱落
膜マーカーである PRL、IGFBP1 の mRNA 発現に対する CRT 発現抑制の効果につい
て検討した。CRT 特異的 siRNA の処置により内因性の CRT タンパク質量が減少する
ことを確認した (Fig. 9 A)。なお、CRT ノックダウンは Epac1、Rap1 発現には影響を
与えなかった。Phe または Phe/CPT 処置による PRL と IGFBP1 の mRNA 発現上昇は、
CRT ノックダウンにより有意に抑制された (Fig. 9 B, C)。さらに、IGFBP1 分泌も同
様に CRT ノックダウンにより抑制された (Fig. 9 D)。なお、CRT ノックダウンは ESCs
の生存率に影響を及ぼさなかった(Fig. 9 E)。 
 






Figure 8. CRT expression is down-regulated by knock-down of Epac2, but not Epac1 or Rap1 
ESCs were treated for 24 h with non-targeting control (Cont), Epac1, Epac2 or Rap1 siRNA, and cultured 
in fresh medium for an additional 24 h. ESCs were then treated with Phe (200 M) or a combination of 
CPT (200 M) and Phe for 48 h. A, B. Cell lysates were subjected to immunoblot analysis with anti-CRT 
or Epac2 antibody. The same blot was stripped and re-probed with anti-GAPDH antibody as a loading 
control. The upper panels in each figure show representative immunoblots. The lower graphs show the 
relative levels of CRT normalized to GAPDH levels from three independent experiments. C. Total RNA 
was subjected to real-time RT-PCR analysis to determine CRT mRNA levels. GAPDH was used as an 
internal control. The data from four independent experiments are presented.*p<0.01 vs. Cont. 
 
2-3. 卵巣ステロイド誘導性の脱落膜化に対する CRT 発現抑制の効果 
cAMP アナログによる脱落膜マーカーの発現上昇を CRT ノックダウンは抑制した
ことから、生理的な脱落膜化誘導因子である P4と E2による脱落膜化と CRT との関係
について検討した。E2単独処置は PRL と IGFBP1 の mRNA 発現に影響を与えなかっ
たが、P4/E2または P4/E2/CPT 処置はこれらの発現を増加した。P4/E2または P4/E2/CPT
処置によるこれらの発現誘導は、CRT ノックダウンにより有意に抑制された (Fig. 10 
A, B)。また、IGFBP1 分泌も同様に CRT ノックダウンにより抑制された (Fig. 10 C)。
さらに、脱落膜細胞への形態変化に対する CRT 発現抑制の効果について検討を行っ
た。P4/E2 処置により線維芽細胞様の形態から敷石状の脱落膜細胞へと形態変化し 
(Fig. 10 D-c)、CPT を共処置するとこの形態変化がさらに促進した (Fig. 10 D-d)。CRT
ノックダウンはこれら形態変化を阻害した (Fig. 10 D-g, h)。 
 
 






Figure 9. CRT knock-down inhibits the expression of decidual markers 
ESCs were treated for 24 h with non-targeting control (Cont) or CRT siRNA and cultured for an additional 
24 h. ESCs were then treated with Phe (200 M) or a combination of CPT (200 M) and Phe for 48 h. A. 
The expression of CRT, Epac1, or Rap1 was determined using immunoblotting. The same blot was 
stripped and re-probed with anti-GAPDH antibody as a loading control. B, C. Total RNA was subjected to 
real-time RT-PCR analysis to determine PRL (B) and IGFBP1 (C) mRNA levels. GAPDH was used as an 
internal control. D. IGFBP1 protein levels in the culture media were determined by ELISA. The amount of 
IGFBP1 in the media was normalized to the amount of total cellular protein. The data from four 
independent experiments are presented.*p<0.01 vs. Cont, #p<0.01 vs. Cont, 
†
p<0.01 vs. Phe. E. Cell 
viability was evaluated using the WST-8 assay. ESCs were treated with control or CRT siRNA for 24 h and 
cultured for an additional 24 h. The data from three independent experiments are expressed relative to 
control levels. Values represent the mean ± SEM. n.s., not significant. 
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Figure 10. CRT knock-down inhibits ovarian steroid-induced decidualization of ESCs 
ESCs were treated for 24 h with non-targeting control (Cont) or CRT siRNA, and then treated with ovarian 
steroids, progesterone (P4, 1 M) and estradiol (E2, 10 nM), or a combination of ovarian steroids and CPT 
(200 M) for 8 days. Culture medium was replaced with fresh medium on alternate days. A, B. Total RNA 
was subjected to real-time RT-PCR analysis to determine PRL (A) and IGFBP1 (B) mRNA levels. GAPDH 
was used as an internal control. C. IGFBP1 protein levels in the culture medium were determined by 
ELISA. The amount of IGFBP1 in the media was normalized to the amount of total cell protein. The data 





p<0.01 vs. P4/E2, *p<0.01 vs. Cont. D. Representative image of ESCs transfected with 
siRNA and treated with E2, P4/E2, or P4/E2/CPT for 8 days. Scale bars = 100 m.  
 
2-4. ESCs の老化に対する Epac2、CRT 発現抑制の効果 
Epac2 の発現を抑制した ESCs は、老化細胞に類似した大きく扁平状の形態を示し
た (Fig. 6 J-g, h, i)。また、CRT 欠損マウスの線維芽細胞は細胞老化が起こることが報
告されている 37)。そこで、ESCs において Epac2 または CRT ノックダウンと細胞老化
との関係について調べた。細胞老化マーカーである senescence-associated  
galactosidase (SA--Gal) 活性に対するEpac2とCRTノックダウンの効果について検討
したところ、対照群 (Control siRNA) と比べて、Epac2 や CRT ノックダウン群では
SA--Gal 活性を示す緑色に染色された細胞が多く見られた(Fig. 11 A, B)。さらに、子
宮特異的 p53 ノックアウトマウスは、脱落膜において SA--Gal 活性と p21 発現が上
昇しており、細胞老化が起こることが知られている 9)。そこで、これら老化関連因子
である p21 と p53 の発現を調べたところ、Epac2 や CRT ノックダウンは p21 発現を上
昇させ、p53 発現を減少させた (Fig. 11 C, D)。 
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Figure 11. Knock-down of Epac2 or CRT in ESCs is associated with senescence 
ESCs were treated for 24 h with non-targeting control (Cont), Epac2 or CRT siRNA, and then cultured for 
72 h. A, B. ESCs were stained with SA--Gal (A). Scale bars = 100 m. The graph shows the relative 
levels of SA--Gal positive cells. The data from three independent experiments are presented as ratios and 
show the mean ± SEM (B). *p<0.01 vs. Cont. C, D. Cell lysates were subjected to immunoblot analysis 
with anti-p53, p21, CRT or Epac2 antibody. The same blot was stripped and re-probed with anti-GAPDH 
antibody as a loading control (C). The graphs show the relative levels of p53 or p21 normalized to GAPDH 
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第 3 節 考察 
 
本研究では、ESCs において脱落膜化に重要な Epac2 の発現を抑制した際に著しく
発現が低下するタンパク質として CRT を同定した。CRT は、小胞体シャペロンタン
パク質として知られているが、タンパク質のフォールディング調節だけでなく、細胞
内のカルシウムレベルの調節、細胞接着、アポトーシス、免疫反応、創傷治癒調節な
どその機能は多岐にわたる 38-42)。ESCs における CRT の発現は、Epac1 や Rap1 をノ
ックダウンしても変化せず、また、PKA 選択的 cAMP アナログや Epac 選択的 cAMP
アナログを ESCs に処置しても変化しなかった。これは、CRT の発現が Epac または
PKA を介した cAMP シグナル経路の活性化の有無に関わらず、Epac2 によって調節さ
れていることを示している。さらに、Epac2 ノックダウンは CRT mRNA 発現も抑制
したことから、Epac2 は転写レベルで CRT の発現を調節していると考えられる。CRT
遺伝子のプロモーター領域には endoplasmic reticulum (ER) stress response elements
（ESRE）があり ER ストレスに応答して発現が上昇する 43)。ヒト肝がん細胞におい
て、FOXO1 が 78-kDa glucose-regulated protein (GRP78) の発現上昇を介して ER スト
レスを誘起することが報告されている 44)。ER ストレスは activating transcription factor 
6 (ATF6) や X-box binding protein 1 (XBP1) の発現を上昇させることが知られており、
ESRE に結合し、転写を促進する 45,46)。前章での FOXO1 の mRNA 発現は Epac2 ノッ
クダウンによって減少するが、Epac1 や Rap1 ノックダウンでは変化しない結果から
Epac2 が FOXO1 を介して CRT の発現を調節している可能性が考えられる。 
増殖期と分泌期ヒト子宮内膜組織では、CRT は間質、腺細胞に発現している 36)。
また、オナガザル (ボンネットモンキー) では、CRT 発現が着床部位の子宮で高いこ
とや 47)、マウスでは着床周辺部位で発現が上昇し、CRT のアンチセンス DNA を子宮
内に投与すると着床が阻害されることが報告されている 48)。ホメオボックス遺伝子で
ある Hoxa10 は、子宮内膜の発達や胞胚受容能に関する転写因子である 49)。Hoxa10
欠損マウスは着床と脱落膜化が阻害されて不妊となるが、興味深いことに、Hoxa10
欠損マウスの子宮内膜間質細胞において CRT 発現が減少していることが明らかとな
っている 49)。これらの知見は CRT が着床に重要であることを示しているが、CRT の
脱落膜化における役割と Epac2 との関連については報告がない。そこで、さらに培養
ヒト ESCs の脱落膜化における CRT ノックダウンの効果を調べた。CRT のノックダ
ウンは Phe や Phe/CPT により誘導される PRL、IGFBP-1 mRNA 発現だけでなく、卵
巣ステロイドより誘導される PRL と IGFBP-1 mRNA 発現と形態変化を抑制した。こ




であるとされており、ヒト ESCs において、nonvoltage-gated Ca2+ entry channel である
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TRPC1 は脱落膜化過程で増加し、Ca2+流入を介して PRL、IGFBP-1 及び FOXO1 発現
を調節することが報告されている 50)。本研究においても、CRT ノックダウンにより
ESCs 内の Ca2+の恒常性が破綻し、脱落膜化を阻害している可能性も考えられる。 
さらに Epac2 または CRT のノックダウンが SA--Gal 活性と p21 発現を上昇し、p53
発現を減少させることを見い出した。これらの結果は、Epac2 と CRT が細胞老化に関
与していることを推察させる。老化マウスでは p53 の活性が減少する 51)。また、子宮
特異的な p53 欠損 (KO) マウスの脱落膜では SA--Gal 活性と p21 発現が上昇し、脱
落膜化の阻害と早産が起こる 9)。さらに、p53 KO マウスと p21 KO マウスの交配によ
り p53 KO マウスで上昇する p21 発現をノックアウトすると、脱落膜組織の細胞老化
と早産は回復する 52)。即ち、脱落膜の老化は脱落膜化の不全を引き起こすことを意味
している。これらの知見は、Epac2またはCRTノックダウンにより p53発現は減少し、
一方、p21 発現は上昇することを示した我々の結果と一致している。CRT KO マウス
線維芽細胞では p53 のユビキチン化に関与する Mdm2 が誘導されることにより、p53
の発現が低下することや、ヘテロまたはホモ CRT 欠損マウスの胚では p53 発現が減
少することが報告されている 53)。CRT は GC-rich の mRNA 配列に結合する RNA 結合
タンパク質として知られており、p21 mRNA の 5’領域に結合し、翻訳を阻害する 37)。
それ故、CRT KO マウス線維芽細胞では p21 が増加し、細胞が老化することが明らか
になっている。 
 本研究では脱落膜化に重要である Epac2 により発現が調節される因子として CRT
を同定し、ヒト ESCs の機能的かつ形態的な脱落膜細胞への分化に Epac2 を介した

















- 31 - 
 
第 4 節 小括 
 
 
本章では、ESCs における Epac2 の下流因子を同定し、脱落膜化への関与について培





(1) ESCs において、Epac2 の発現抑制時に発現量が低下する因子として Calreticulin 
(CRT) を新たに同定した。しかしながら、PKA または Epac シグナルの活性化は
構成的な CRT 発現量には影響を与えない。なお、Epac1、Rap1 の発現抑制は CRT
発現に影響を与えない。 
 
(2) ESCs において、PKA 選択的 cAMP アナログ (Phe) 単独または Epac 選択的 cAMP
アナログ (CPT) との共処置による PRL、IGFBP1 mRNA 発現及び IGFBP1 分泌は
CRT ノックダウンにより抑制される。 
 
(3) ESCs において、生理的な脱落膜化刺激である卵巣ステロイドホルモン (P4/E2) ま
たは CPT との共処置による IGFBP1 と PRL の mNRA 発現および IGFBP1 分泌は
CRT ノックダウンにより抑制される。さらに、P4/E2または CPT との共処置によ
る脱落膜細胞への形態的分化は CRT ノックダウンにより阻害される。 
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研究するモデル動物として汎用されている。第 1 章、第 2 章から、ヒト ESCs におい
て Epac とその下流因子が脱落膜化に重要であることを明らかにした。そこで、本章
では、ラットの着床周辺期における Epac と下流因子の発現を調べるとともに、in vitro
脱落膜化モデルも用いて Epac シグナルの着床周辺期における役割について解析した。 
 
 
第 1 節  実験材料及び実験方法 
 
1-1. 妊娠動物の作成 
動物は動物繁殖研究所より供給された 8 週齢の Wister-今道系雌性成熟ラット及び
10週齢の同系雄性ラットを用いた。動物は 1日 12時間の定時照明下、恒温 (24 ℃) 、
恒湿 (55±5 %) で飼育し、飼料と水は自由に与えた。本実験計画は、本学動物実験
委員会の承認の下実施された (審査番号 P13-64, P13-67)。雌性ラットの発情周期を膣
垢像により確認し、発情前期に雄性ラットを同居させ、その翌日の膣垢像中の精子の
存在をもって妊娠を確認した。また、その日を妊娠 1 日目 (Day 1) とした。なお、妊
娠 7 日目以降の摘出子宮は、着床部位と着床部位間に分けた。 
 
1-2. 子宮組織切片の調製及び免疫染色 
摘出した子宮は直ちに 4 % パラホルムアルデヒドに約 10 時間浸し、固定した後、
第 1 章、第 1 節、1-2 と同様に脱水処理を行い、パラフィン包埋ブロックを作成した。
パラフィン包埋切片は第 1 章、第 1 節、1-2 と同様の方法で抗 Epac1 抗体 (#ab21235、
6.7 g/ml、Abcam)、抗 Epac2 抗体 (clone H-220、2 g/ml、Santa Cruz Biotechnology)、
抗 Rap1 抗体 (sc-65、2 g/ml、Santa Cruz Biotechnology)、抗 CRT 抗体 (2891, 1:100, Cell 
Signaling Technology) 、抗 cyclin D3 抗体 (DCS-22, 30 g/ml, Sigma-Aldrich)、抗 p-CREB
抗体 (87G3、1:100、Cell Signaling Technology) を用いて染色した。 
 
1-3. ウエスタンブロット解析 
摘出した子宮は、細胞溶解液(50 mM Tris-HCl (pH 7.5)、10 mM EDTA、150 mM NaCl、
0.1 % Tween-20、5 g/ml アプロチニン、5 g/mg ロイペプチン、0.1 mM フッ化フェ
ニルメチルスルホニル、0.1 % 2-メルカプトエタノール) でホモジナイズ後、不溶性
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組織を除去するため、遠心分離 (1,3000 rpm、15 分、4℃) した。その上清をサンプル
とし、Bradford 法に基づいた定量試薬を用いて各サンプルのタンパク質濃度を測定し
た。ウエスタンブロット解析は第 1 章、第 1 節、1-5 と同様の操作を行った。1 次抗
体には抗 Epac1 抗体 (0.3 g/ml)、抗 Epac2 抗体 (0.1 g/ml)、抗 Rap1 抗体 (0.1 g/ml)、
抗 CRT 抗体 (1:200)を用いた。これらのバンドを確認後、ストリッピング液を用いて






交配後、妊娠 4 日目に卵巣切除術 (OVX) を行い、P4 と E2 の影響を抑制し、その
後、P4を連日投与すると、受精卵は着床せずに子宮管腔内に浮遊したままとなる (着
床遅延)。そこに E2を投与すると着床が誘起される。そこで妊娠 4 日目に OVX を行
い、妊娠 4 日目から 10 日目まで P4 (3 mg/rat) を連日皮下投与することにより、着床
遅延を誘起させた。また、妊娠 8 日目に E2 (500 ng/rat) を投与して、着床を誘起した。
OVX 後に卵巣ステロイドを処置しない群 (OVX)、OVX 後に P4を妊娠 4 日目から 10
日目まで投与した群 (P4)、OVX 後 P4を 6 日間投与に加え、妊娠 8 日目に E2を投与し




非妊娠ラットにて OVX を行い、術後 2 週間目から P4 (3 mg/rat) を 3 日間連日投与
し、E2 (500 ng/rat) を単回投与した。また、3 日間の P4連日投与群と E2単回投与群も









1-7. ESCs の単離と培養 
非妊娠ラットから子宮を摘出した後、子宮管腔から切開し、2 mm 程度の大きさに
細かく切断した。この子宮片を 100 g/ml ペニシリン、100 g/ml ストレプトマイシ
ン、200 g/ml ネオマイシン、0.5 g/ml アムホテシリン B を含む Ca2+/Mg2+フリー
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Hank’s balanced salt solution (HBSS) 培養液で洗浄し、6 mg/ml ディスパーゼと 25 
mg/ml パンクレアチン含有 HBSS 液に浸して 4 ℃で 1 時間、室温で 1 時間、さらに
37 ℃で 10 分間消化した。この操作により上皮細胞を剥離し、除去した。残った子宮
組織片を、37 ℃で 0.5 mg/ml タイプ I コラゲナーゼ溶液に 30 分間浸し、消化した。
この消化液を 70 m のふるいに通し、ESCs を単離した。ESCs は 50 g/ml ペニシリ
ン、50 g/ml ストレプトマイシン、100 g/ml ネオマイシン、0.5 g/ml アムホテシ
リン B を含む DMEM/F12 培養液にて培養した。なお、単離した細胞は、ビメンチン
染色陽性、サイトケラチン染色陰性の ESCs であることを確認している。In vitro 脱落
膜化は、100 nM medroxyprogesterone acetate (MPA) と 0.5 mM dibutylyl cyclic AMP 
(db-cAMP) の共処置 48 時間により誘導した。また、0.2 mM Phe と 0.2 mM CPT の単
独または共処置 48 時間後、解析を行った。 
 
1-8.リアルタイム RT-PCR 解析 
トータル RNA の抽出は ISOGEN（Nippon Gene）を用い、添付のプロトコールに従












1-9. siRNA 処置 
ラットESCs (3×104 個/well) に第1章、第1節、1-4と同様の方法で 30 pmol の Epac1 
(5’-AUU GAG AUU CUU CUG CUC CUU GAG G-3’, 5’-CCU CAA GGA GCA GAA 
GAA UCU CAA U-3’, Invitrogen)、Epac2 (5’-UGU UCU UUA AGU CUG ACU GUA UUC 
G-3’, 5’-CGA AUA CAG UCA GAC UUA AAG AAC A-3’, Invitrogen)、Rap1 (5’- CUG 
CAA AGU CAA AGA UCA A -3’, Santa Cruz Biotechnology)、CRT (5’-GGA UAA AGG 
GUU GCA GAC AAG CCA A-3’, 5’-UUG GCU UGU CUG CAA CCC UUU AUC C-3’, 
Invitrogen) 特異的 siRNA、また、非標的コントロール siRNA (Qiagen) を導入した。 
 
1-10. 統計処理 
ウエスタンブロット、リアルタイム RT-PCR の結果は平均値 ± 標準誤差で示した。
有意差検定には、Tukey-Kramer 多重比較を行い、危険率 5 % (p＜0.05) をもって統
計学的に有意差があるものと判定した。 
 
- 35 - 
 
第 2 節  実験結果 
 
2-1. 着床周辺期の子宮における Epac1、Epac2、Rap1 並びに CRT の発現 
着床前である妊娠 3、5 日目と着床後の妊娠 7、9 日目のラット子宮における Epac1
と Epac2、そして、第 1、2 章において Epac 下流因子として同定した Rap1 と CRT 発
現を免疫染色とウエスタンブロット解析で調べた。Epac1 は、妊娠 3､5 日目において
腺上皮、管腔上皮細胞でわずかに発現しており、7、9 日目では脱落膜細胞で発現が
みられた (Fig. 12 A)。Epac2 は、妊娠 3、5 日目では腺上皮、管腔上皮で発現がみら
れた。7、9 日目では脱落膜細胞で強い染色がみられた。Rap1、CRT 共に、Epac2 と
同様に、着床前では腺上皮、管腔上皮で発現がみられ、着床後は脱落膜細胞で強い染
色がみられた。さらに、Fig. 12 B に示したように、子宮内の Epac1 発現量は妊娠 7 日
目で発現が増加し、Epac2、Rap1、CRT は 7、9 日目で発現が上昇することが明らか
となった。 
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Figure 12. Epac1, Epac2, Rap1 and CRT expressions are increased in decidual cells of rat uterus 
A. Immunostaining of Epac1, Epac2, Rap1 and CRT was performed using uterine cross sections of days 3, 
5, 7 and 9 of pregnancy. The sections were counterstained with methyl green. le: luminal epithelial cells, 
ge: glandular epithelial cells, s: stromal cells, dc: decidual cells. Scale bars = 250 m. B. Uterine samples 
(30 g protein) were subjected to immunoblot analysis using an anti-Epac1, Epac2, Rap1, CRT or -actin 
antibody. The graphs show the relative levels of Epac1, Epac2, Rap1 and CRT normalized to -actin levels 
from three independent experiments. **p<0.01 vs. Day3. 
 
2-2. 着床遅延子宮内における着床前後の Epac1、Epac2、Rap1 並びに CRT 発現 
ラット子宮内における Epac1、Epac2、Rap1 及び CRT 発現の上昇は、胚の着床と脱
落膜化によるものか着床遅延モデルを用いて検討した。OVX 対照群 (Control) と
OVX ラットに P4 を投与した群 (P4) の子宮内における Epac1、Epac2、Rap1 並びに
CRT は腺上皮と管腔上皮細胞にて発現がみられた (Fig. 13)。しかしながら、P4 投与
動物に E2 を投与して着床を誘起した群 (P4/E2) では脱落膜細胞で強い発現がみられ
た (Fig. 13)。なお、脱落膜細胞で発現が亢進する cyclin D354)を免疫組織染色により調
べ、E2と P4の処置による脱落膜化の誘導を確認した。 
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Figure 13. Expressions of Epac1, Epac2, Rap1 and CRT are increased in the delayed implantating 
uterus after the initiation of implantation 
Pregnant rats were ovariectomized on day 4 and injected with or without P4 (3 mg/rat) daily from days 4 to 
9 of pregnancy. In order to initiate implantation in P4-primed delayed implanting rats, E2 (500 ng/day/rat) 
was injected on day 8. Immunostaining of Epac1, Epac2, Rap1, CRT or cyclin D3 was performed using 
uterine sections of rats on day 10 of ovariectomized (Control), P4-treated or delayed implantation (P4/E2) 
rats. The sections were counterstained with methyl green. le: luminal epithelial cells, ge: glandular 
epithelial cells, s: stromal cells, dc: decidual cells. Scale bars = 250 m. 
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2-3. Epac1、Epac2、Rap1 並びに CRT 発現に対する卵巣ステロイドの効果 
通常の妊娠時並びに着床遅延状態から E2 投与により着床を誘導した子宮の脱落膜
細胞において Epac1、Epac2、Rap1 並びに CRT 発現の上昇が見られたが、卵巣ステロ
イドとの直接的な関係は不明である。そこで OVX した非妊娠ラット、すなわち内因
性の卵巣ステロイドがない状態で、P4 と E2 の単独または共処置し、Epac1、Epac2、
Rap1 並びに CRT 発現に対する影響をウエスタンブロットにて解析した。子宮内の
Epac1、Epac2、Rap1 及び CRT 発現は卵巣ステロイド処置による影響を受けなかった 
(Fig. 14)。 
 
Figure 14. The expressions of Epac1, Epac2, Rap1 and CRT are unaffected by ovarian steroids 
Ovariectomized rats were given injection of P4 (3 mg/rat) daily for three days and/or a single injection of 
E2 (500 ng/rat) on the third day. Rats were sacrificed 24 h after E2 injection. Uterine lysates (30 g protein) 
were subjected to immunoblot analysis using an anti-Epac1, Epac2, Rap1, CRT or -actin antibody. The 
lower graphs show the relative levels normalized to -actin levels from three independent experiments. 
 
2-4. 偽妊娠ラットの人為的脱落膜化における Epac1、Epac2、Rap1 及び CRT 発現 
脱落膜細胞でみられた Epac1、Epac2、Rap1 及び CRT の発現と脱落膜化との関係を
調べるため、人為的脱落膜化モデルを用いて検討した。偽妊娠 5 日目に子宮内にゴマ
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油を投与して、脱落膜化を誘起すると Eapc1、Epac2、Rap1 並びに CRT 発現は脱落膜
化がみられた部位で上昇した (Fig. 15 A)。また、ウエスタンブロット解析でも同様に
ゴマ油投与でこれらの発現の上昇がみられた (Fig. 15 B)。 
 
Figure 15. Expressions of Epac1, Epac2, Rap1 and CRT are elevated in artificially induced 
deciduoma 
A. Female rats were mated vasectomized males and infused with 100 μl of sesame oil into the lumen of 
one uterine horn on day 5. The uteri were dissected at 48 h after the oil infusion. Immunostaining of Epac1, 
Epac2, Rap1, CRT or Cyclin D3 was performed using uterine sections of pseudopregnant rats. The 
sections were counterstained with methyl green. le: luminal epithelial cells, ge: glandular epithelial cells, s: 
stromal cells, dc: decidual cells. Scale bars = 250 m. B-D. Uterine samples (30 g protein each) were 
subjected to immunoblot analysis using an anti-Epac1 (B), Epac2 (C), Rap1 (D), CRT (E) or -actin 
antibody. The lower graphs show the relative levels normalized to -actin levels from three independent 
experiments. *p<0.05, **p<0.01 vs. Cont. 
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2-5. ラット脱落膜化に対する cAMP/PKA シグナルの関与 
ラット子宮において、脱落膜形成時期に cAMP が上昇することが報告されている
55)。また、in vitro ラット ESCs において cAMP 濃度の上昇により PKA が活性化する
56)。しかしながら、子宮内における cAMP/PKA シグナルの活性化状態については不
明である。そこで、主要な cAMP/PKA シグナルの下流因子である CREB 活性化 (リ
ン酸化) 状態を検討した。妊娠 3、5 日目 (Fig. 16 A a, b) と比べて、妊娠 7、9 日目の
脱落膜細胞の核で p-CREB の強い染色がみられた  (Fig. 16 A c-f)。 
 
Figure 16. The expression of p-CREB is increased in decidual cells of rat 
A. localization of p-CREB in the peri-implantation uterus. Magnified pictures of c and d (e and f). B. 
localization of p-CREB in ovariectomized (Control), P4-treated delayed implantation and P4/E2-treated 
implanting uterus. Magnified pictures of c (d). C. localization of p-CREB in artificially induced deciduoma. 
Magnified pictures of b (c). The sections were counterstained with methyl green. le: luminal epithelial cells, 
ge: glandular epithelial cells, s: stromal cells, dc: decidual cells, em: embryo. Scale bars = 100 m. 
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着床遅延モデルにおいて、Control、P4 群では腺上皮と管腔上皮で発現がみられた 
(Fig. 16 B a, b)。着床が誘起された P4/E2群では、p-CREB は脱落膜細胞の核に局在し
ていた (Fig.16 B c, d)。さらに、偽妊娠子宮においても Control 群と比べて、人為的に
誘起した群では脱落膜細胞の核で多く発現していた (Fig. 16 C a-c)。 
 
2-6. ESCs の in vitro 脱落膜化に対する Epac1、Epac2、Rap1 及び CRT の役割 
脱落膜細胞において Epac1、Epac2、Rap1 並びに CRT の発現が上昇することが示さ
れたが、脱落膜化における役割については不明である。そこで、培養ラット ESCs を
用いて検討を行った。ラット ESCs に脱落膜化刺激として MPA と db-cAMP を共処置
すると、ラットの脱落膜マーカーである prolactin (PRL) 57)と decidual/trophoblast 
prolactin-related protein (DTPRP) 
58)の mRNA 発現が上昇した (Fig. 17 A)。さらに、脱
落膜化に対する PKA と Epac シグナルの関与を調べるために、PKA 選択的 cAMP ア
ナログ (Phe) または Epac 選択的 cAMP アナログ (CPT) を用いて検討した。PRL、
DTPRP 発現は、Phe 単独処置により増加したが、CPT 処置では変化しなかった。ま
た、Phe と CPT の共処置群でも Phe 単独処置群と比べてこれらの発現に変化はなかっ
た (Fig. 17 B)。一方、siRNA を用いた Epac1、Epac2、Rap1 及び CRT の発現抑制 (Fig. 
17 C) は、MPA と db-cAMP の共処置による PRL、DTPRP 発現上昇を有意に抑制した 
(Fig. 17 D)。 
 




Figure 17. Knock-down of Epac1, Epac2, Rap1 or CRT inhibits in vitro decidualization 
A, B. Rat ESCs were treated for 48 h with MPA (100 nM) and db-cAMP (500 M) (A), or CPT and/or Phe 
(B). Total RNA was subjected to real-time RT-PCR analysis to determine PRL and DTPRP mRNA levels. 
GAPDH was used as an internal control. C, D. Rat ESCs were treated for 24 h with non-targeting control 
(Cont) or Epac1, Epac2, Rap1 or CRT siRNA and cultured for an additional 24 h. Rat ESCs were then 
treated with MPA and db-cAMP for 48 h. The expression of Epac1, Epac2, Rap1 or CRT was determined 
using immunoblotting (C). The same blot was stripped and re-probed with anti--actin antibody as a 
loading control. Total RNA was subjected to real-time RT-PCR analysis to determine PRL and DTPRP 
mRNA levels (D). GAPDH was used as an internal control. The data from three independent experiments 
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第 3 節  考察 
 
本章では、ラットの妊娠子宮における Epac とその関連因子の発現並びに役割につ
いて検討した。ラットにおいて Epac1、Epac2、Rap1 及び CRT は、妊娠 3、5 日目の
子宮内膜腺上皮、管腔上皮細胞に発現し、妊娠 7、9 日目では脱落膜細胞で有意に上
昇していた。胚の発達と着床は P4と E2の協調的な作用により調節されている。齧歯
類において、P4 濃度は妊娠１日目から 4 日目にかけて増加する
59)。そこで脱落膜細
胞における Epac1、Epac2、Rap1 及び CRT 発現の上昇が卵巣ステロイドによるものか
否か調べた。着床遅延モデルを用いた検討において、卵巣摘出したラット（Control）
における Epac1、Epac2、Rap1 及び CRT の発現レベルは、P4を処置しても変わらなか
ったが、E2 により着床を誘起（P4/E2）すると着床部位の脱落膜細胞でこれらの発現
が上昇した。一方、卵巣摘出した非妊娠ラットに P4と E2を単独または共処置しても、
子宮内の Epac1、Epac2、Rap1 並びに CRT 発現は変化しなかった。この結果は、卵巣
ステロイドが Epac1、Epac2、Rap1 並びに CRT 発現に直接関与していないことを示唆
している。偽妊娠ラットにゴマ油を注入して誘導した脱落膜では Epac1、Epac2、Rap1、
CRT の発現が上昇した。このことから、Epac1、Epac2、Rap1 及び CRT の発現上昇は、
脱落膜の形成と密接に関わっていることが推察される。 
齧歯類やヒトにおいて脱落膜化に重要な因子としてプロスタグランジン (PG) E2
がある 13,60)。PGE2はシクロオキシゲナーゼ（COX）により産生された PGH2 からプ
ロスタグランジン合成酵素（mPGES）の作用により産生される 61)。PGE2はラット子
宮内膜間質細胞において cAMP 濃度を上昇させ、PKA を介して脱落膜化を促進する
56)。さらに、PGE2受容体には EP1 から EP4 の 4 つのサブタイプが存在し、EP2、EP3、
EP4 は子宮に発現している 62)。また、EP2、EP4 は Gs タンパク質、EP3 は Gi タンパ
ク質共役型受容体であり、細胞内の cAMP 濃度を調節している 62)。偽妊娠ラットに
おいて、EP2 は子宮内膜管腔上皮細胞、EP3 は間質細胞、EP4 は上皮と間質細胞に発
現している。また EP2 と EP3 の発現は偽妊娠 5 日目で最大となる。PGE2は間質細胞
の EP3 と EP4 に作用し脱落膜化を調節していることが報告されている 63)。また、PGE2









おいて cAMP/Epac シグナルも脱落膜化に関与している可能性が考えられる。 
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本研究において、ラット ESCs の脱落膜マーカーである PRL と DTPRP の mRNA 発
現は MPA と db-cAMP または Phe 刺激により有意に上昇したが、CPT 処置では変化し
なかった。これは、脱落膜マーカーの発現は主に PKA に依存していることを示して
いる。しかし、MPA と db-cAMP 処置によるこれらの発現上昇は Epac1、Epac2、Rap1
及び CRT のノックダウンにより抑制された。我々は第 1 章、第 2 章で、ヒト ESCs
への CPT 処置は、卵巣ステロイドまたは Phe 刺激による IGFBP1 と PRL の mRNA 発
現（ヒトESCsの脱落膜マーカー）および形態的脱落膜化を促進すること、さらにEpac1、
Epac2、Rap1及び CRT のノックダウンは Phe単独処置による IGFBP1と PRL のmRNA
発現を抑制することを報告している。これは PKA と Epac が協調して脱落膜化を調節
していることを示している。他にも PKA と Epac が協調して働くシグナル経路が報告
されている。足場タンパク質であるラディキシンは PKA と Epac と結合し Rap1 を活
性化する 30)。また、マウス線維芽細胞において、PKA と Epac の相乗作用により分化
を促進することが報告されている 33)。本研究においてもラットの脱落膜化は Epac シ
グナルと PKA シグナルが協調して脱落膜化を調節していると考えられる。 
著者は第 1章でヒト ESCsにおいて Epacが C/EBPを介して PRL発現調節をしてい
ることを確認した。マウス線維芽細胞とヒト臍帯静脈血管内皮細胞において Epac が
Rap1 を介して転写因子である C/EBPの発現を上昇することが報告されている 28)。ま





昇する因子として C/EBPを同定した。さらに、C/EBPは P4と E2によって発現が制
御されており、ラット ESCs の増殖と脱落膜化を調節していることを示した 66)。ラッ





Rap1 及び CRT のノックダウンは PKA 活性化による PRL、DTPRP mRNA 発現上昇を
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(1) 妊娠子宮における Epac1、Epac2、Rap1 並びに CRT の発現は着床後の妊娠 7、9
日目に脱落膜細胞にて増加する。 
 
(2) 着床遅延モデルを用いた解析より、Epac1、Epac2、Rap1 並びに CRT の発現は、
着床の誘起とともに脱落膜細胞にて亢進する。 
 




て Epac1、Epac2、Rap1 並びに CRT の発現亢進がみられる。 
 
(5) cAMP/PKA シグナルの下流因子である CREB のリン酸化体 (p-CREB) は、脱落膜
細胞の核において高発現している。また、卵巣ステロイドによる影響は受けない。 
 
(6) ラット ESCs の in vitro 脱落膜化モデルにおいて、Epac1、Epac2、Rap1、CRT 発現
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第 4 章 ヒト子宮内膜腺の成熟における Epac2/CRT の役割 
緒言で述べたように妊娠の成立には ESCsの脱落膜化と内膜腺の成熟が必須である。
腺上皮細胞では脱落膜化を促進する COX2 による PGE2産生や着床を促進する LIF の




が報告されている 36)が、その機能における Epac2 や CRT の関与は不明である。そこ






1-1. ヒト子宮内間腺上皮細胞株 (EM1)の培養 
EM1 は、金沢大学の京哲博士より提供していただいた。EM1 は、10 %（v/v）CS-FBS 
及び抗生物質（50 g/ml ペニシリン、50 g/ml ストレプトマイシン、100 g/ml ネオ
マイシン、GIBCO）、抗真菌薬（0.5 g/ml アムホテシリン B、GIBCO）を含む
DMEM/F-12培養液で培養した。EM1は、15 M Forskolin、200 M Phe及び 200 M CPT
を 48 時間処置した後、解析に供した。 
 
1-2. siRNA 処置 
第 1 章、第 1 節、1-4 と同様に EM1 (3×104 個/well) に 30 pmol の Epac2 (配列は第
1 章、第 1 節、1-4 と同様)、CRT (配列は第 2 章、第 1 節、1-2 と同様) 特異的 siRNA、
また、対照群として非標的コントロール siRNA (Qiagen) を導入した。 
 
1-3. ウエスタンブロット解析 
第 1 章、第 1 節、1-5 と同様の方法でサンプルを調整し、解析を行った。1 次抗体
には抗 Epac2 抗体、抗 GAPDH 抗体(第 1 章、第 1 節、1-5 と同様)、抗 CRT 抗体、抗





1-4. リアルタイム RT-PCR 解析 
トータル RNA の抽出は第 1 章、第 1 節、1-4 と同様である。抽出したトータル RNA 
(100 ng) を用いて、第 1 章、第 1 節、1-6 と同様の方法、条件にて解析した。また、
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1-5. PGE2の ELISA 解析 
培養メディウムは、遠心分離 (4 ℃、10000 rpm、10 分間) し、その上清をサンプ
ルとした。PGE2量は Prostaglandin E2 Express EIA kit (Cayman Chemical Company) の使
用法に従ったサンドイッチ ELISA 法にて定量した。 
 
1-6. SA--Gal 染色 
1-2 の方法で Control、Epac2 または CRT siRNA を処置し、4 % パラホルムアルデヒ
ドを 10 分間加えて固定した後、第 2 章、第 1 節、1-8 と同様の方法で染色した。 
 
1-7. 統計処理 
ウエスタンブロット、リアルタイム RT-PCR、ELISA の結果は平均値 ± 標準誤差
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第 2 節  実験結果 
 
2-1. CRT 発現に対する Epac2 ノックダウンの効果 
前章までの検討から、ESCs の Epac2 発現を抑制すると CRT 発現が減少すること、
また、ヒト子宮内膜腺上皮細胞に Epac2 が発現していることを確認している。CRT
もヒト子宮内膜腺上皮細胞に発現している報告があることから、EM1 における CRT
発現と Epac2 との関係について検討した。Epac2 ノックダウンは、CRT タンパク質発
現を抑制した (Fig.18 A)。さらに、Epac2 ノックダウンは、CRT mRNA 発現も抑制し
た (Fig. 18 B)。 
 
 
Figure 18. Knock-down of Epac2 down-regulates CRT expression in EM1 
EM1 was treated for 24 h with non-targeting control (Cont) or Epac2 siRNA, and cultured in fresh medium 
for an additional 24 h. A. Cell lysates were subjected to immunoblot analysis with anti-CRT or Epac2 
antibody. The same blot was stripped and re-probed with anti-GAPDH antibody as a loading control. The 
graph show the relative levels of CRT normalized to GAPDH levels from three independent experiments. 
B. Total RNA was subjected to real-time RT-PCR analysis to determine CRT mRNA levels. GAPDH 
mRNA was used as an internal control. The data from three independent experiments are 
presented.*p<0.01 vs. Cont siRNA. 
 
2-2. 着床関連因子の発現に対する Epac2 と CRT 発現抑制の効果 
着床関連因子である LIF、COX2 の発現は cAMP シグナルの活性化により増加する
ことが報告されている 68,69)。そこで、EM1 において cAMP 誘導性の LIF、COX2 mRNA
発現と PGE2分泌に対する Epac2、CRT ノックダウンの効果について検討した。Epac2
または CRT siRNA 処置は Epac2 と CRT タンパク質発現が減少することを確認した 
(Fig. 19 A)。これらのノックダウンは Forskolin による LIF と COX2 の mRNA 発現上昇
を有意に抑制した (Fig. 19 B, C)。さらに、Forskolin により増加する PGE2分泌も抑制
した (Fig. 19 D)。 
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Figure 19. Epac2 knock-down or CRT knock-down inhibits the expression of implantation- related 
factors in EM1 
EM1 was treated for 24 h with non-targeting control (Cont), Epac2 or CRT siRNA and cultured for an 
additional 24 h. EM1 was then treated with Forskolin (15 M) for 48 h. A. stripped and re-probed with 
anti-GAPDH antibody as a loading control. B, C. Total RNA was subjected to real-time RT-PCR analysis 
to determine LIF (B) and COX2 (C) mRNA levels. GAPDH was used as an internal control. D. PGE2 
levels in the culture media were determined by ELISA. The data from three independent experiments are 
presented.*p<0.01 vs. Cont siRNA, #p<0.01 vs. Cont. Values represent the mean ± SEM. 
 
2-3. PKA または Epac 誘導性の着床関連因子発現に対する Epac2、CRT 発現抑制の
効果 
PKAまたはEpac選択的 cAMPアナログ (PheまたはCPT) による LIF、COX2 mRNA
発現と PGE2分泌に与える影響を検討した。LIF と COX2 mRNA 発現は Phe で上昇し
たが、CPT では変化しなかった。さらに、Phe と CPT を共処置しても Phe 単独処置
と差はなかった (Fig. 20 A, B)。また、PGE2産生についても同様な結果が得られた (Fig. 
20 C)。しかしながら、Epac2 または CRT ノックダウンは Phe または Phe/CPT による
LIF や COX2 の mRNA 発現及び PGE2分泌を有意に抑制した (Fig. 20 A-C)。 




Figure 20. Epac2 or CRT knock-down inhibits implantation-related factors expression induced by 
PKA but not Epac in EM1 
EM1 was treated for 24 h with non-targeting control (Cont), Epac2 or CRT siRNA and cultured for an 
additional 24 h. EM1 was then treated with Phe (200 M) and/or CPT (200 M) for 48 h. A, B. Total RNA 
was subjected to real-time RT-PCR analysis to determine LIF (A) and COX2 mRNA levels (B). GAPDH 
was used as an internal control. C. PGE2 level in the culture media was determined by ELISA. The data 
from three independent experiments are presented.*p<0.01 vs. Cont siRNA, #p<0.01 vs. Cont. Values 
represent the mean ± SEM. 
 
2-4. 細胞老化に対する Epac2 と CRT の発現抑制の効果 
第 2 章において、Epac2 または CRT の発現を抑制した ESCs では細胞老化様のフェ
ノタイプを示すことを明らかにした。そこで EM1 においても Epac2 と CRT が細胞老
化に関与しているか細胞老化マーカーである SA--Gal 活性、p21 と p53 発現を指標
に検討した。Control 群と比べ、SA--Gal 染色陽性細胞数は Epac2 または CRT ノック
ダウンにより増加した (Fig. 21 A, B)。さらに、Epac2 または CRT ノックダウンは ESCs
と同様に p21 発現を増加し、p53 発現を抑制した (Fig. 21 C-E)。 
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Figure 21. Knock-down of Epac2 or CRT is associated with senescence of EM1 
EM1 was treated for 24 h with non-targeting control (Cont), Epac2 or CRT siRNA, and then cultured for 
72 h. A, B. ESCs were stained with SA--Gal (A). Scale bars = 100 m. The graph shows the relative 
levels of SA--Gal positive cells. The data from three independent experiments are presented as ratios and 
show the mean ± SEM (B). C, D, E. Cell lysates were subjected to immunoblot analysis with anti-p21, p53, 
Epac2 or CRT antibody. The same blot was stripped and re-probed with anti-GAPDH antibody as a loading 
control (C). The graphs show the relative levels of p21 or p53 normalized to GAPDH levels (D, E). The 
data (mean ± SEM) from three independent experiments are presented as ratios. **p<0.01, *p<0.05 vs. 
Cont. 
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第 3 節  考察 
本章では、ヒト子宮内膜腺細胞における着床関連因子 LIF、COX2 mRNA 発現と
PGE2分泌に Epac2 とその下流にある CRT が関与していることを明らかにした。 
Epac2 をノックダウンすると CRT タンパク質及び mRNA 発現が減少した。これは
CRT が転写レベルで Epac2 により調節されていること示している。この結果は、第 2




は cAMP シグナルにより発現が正に調節されているが 68,69)、Epac との関連について
の報告はない。そこで EM1 の着床関連因子の産生と Epac2 や CRT との関連について
検討した。Epac2、CRT ノックダウンは Forskolin により誘導された LIF や COX2 の
mRNA 発現と PGE2分泌を抑制した。さらに、Phe 処置によりこれらの因子の発現・
分泌は上昇するが、CPT 処置は影響を与えなかった。これらの結果は、cAMP シグナ
ルを介した LIF、COX2 mRNA 発現及び PGE2産生には主に PKA の活性化が重要であ
ることを示している。しかしながら、Epac2、CRT ノックダウンは Phe 単独処置によ
る着床関連因子の産生を抑制したことから、Epac2、CRT が PKA シグナルとクロスト
ークして LIF、COX2 発現と PGE2分泌の調節に関与していることが推察される。著者
らは、ESCs において、PKA シグナル誘導性の脱落膜マーカーの発現を Epac ノック
ダウンが抑制することを明らかにしている 34)。Epac シグナルが PKA 誘導性の PRL 
mRNA 発現を増強する機構として、C/EBPを介した転写調節を第 1 章で示した。マ
ウス ESCs において、COX2 発現は C/EBPを介して促進されることが報告されてい
る 73)。EM1 においても Epac2 ノックダウンは C/EBPを介して COX2 発現を抑制し、
PGE2産生を抑制している可能性が考えられる。また、LIF は p53 により発現が調節さ
れている 74)。本検討においても、Epac2 と CRT ノックダウンは p53 発現を減少させ
たことより、LIF mRNA 発現も低下させたことが推察できる。また、CRT は、小胞体
の Ca2+の貯蔵と放出を調節し、細胞内 Ca2+恒常性の維持に関与している 38)。Ca2+は妊
娠の成立に重要であることが知られている。マウス子宮内膜腺細胞において
large-conductance calcium-activated potassium channel (BKca) は Ca2+恒常性と転写因子
である NF-kB を活性化することで胞胚の着床に作用する。BKca の発現抑制は LIF 発
現を抑制し、子宮内膜の受容能を低下させることで着床を阻害する 75)。マウス子宮内
膜上皮細胞に存在する epithelial Na+ channel (ENaC) は、活性化されることで Na＋流入
を介した Ca2+流入を誘起し、COX2/PGE2の産生を促進させる。ENaC の発現抑制は胚
の着床数を減少させる 76)。さらに、カルシウム結合タンパク質である S100A11 の発
現抑制は、Ca2+恒常性の破綻により子宮内膜の受容能の低下と着床数の減少を起こす
77)。これらの知見は、腺細胞での CRT ノックダウンが EM1 内のカルシウム恒常性を
破綻させ、着床関連因子の発現を阻害したことを推察させる。 
- 53 - 
 





本研究は子宮内膜腺上皮細胞株において、Epac2 により CRT の発現が調節されるこ
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第 4 節  小括 
 
本章では、内膜腺上皮細胞における Epac2 の下流因子の同定及び、着床関連因子発現






(2) EM1 において、Forskolin または Phe 単独処置による LIF と COX2 の mRNA 発現
及び PGE2分泌は Epac2 や CRT ノックダウンにより抑制される。しかしながら、
CPT 処置ではこれらの因子発現は変化しない。 
 





























本研究は、Epac とその下流因子のヒト ESCs の脱落膜化と子宮内膜腺の成熟におけ
る役割、さらにラット子宮の着床周辺期における役割を明らかにすることを目的とし
て検討し、以下の新知見を得た (Fig. 22)。 
 
 
第 1 章では、ヒト ESCs の脱落膜化における Epac の関与について検討した。増殖
期と分泌期のヒト子宮内膜組織における Epac1 と Epac2 は、間質、腺上皮、管腔上皮
細胞に発現していた。初代培養 ESCs を用いた検討において、CPT 単独処置は脱落膜
マーカー (PRL、IGFBP1、FOXO1) の mRNA 発現に影響しなかったが、CPT は Phe
または卵巣ステロイド誘導性の PRL、IGFBP1 mRNA 発現をさらに増加した。Epac1、
Epac2 または Rap1 のノックダウンは、Phe、卵巣ステロイド処置または CPT との共
処置における PRL と IGFBP1 の mRNA 発現上昇を有意に抑制した。また、Epac2 ノ
ックダウンは FOXO1 mRNA 発現も抑制した。さらに ESCs の形態を調べたところ、
卵巣ステロイド処置は線維芽細胞様の形態から敷石状の脱落膜細胞様の形態へと変
化させ、CPT と卵巣ステロイドの共処置はこの形態変化をさらに促進させた。Epac1、
Epac2 または Rap1 のノックダウンはこの形態変化を阻害した。さらに、ESCs におけ
る Rap1 の活性化を調べたところ、未分化の ESCs に CPT を処置しても Rap1 は活性
化されなかったが、Pheを前処置した ESCs では CPT 処置により Rap1 が活性化され、
この活性化は Epac1 または Epac2 ノックダウンにより抑制された。一方、Phe 処置は
CREB を活性化させたが、CPT は影響を与えなかった。また、Phe による CREB の活
性化は Epac1、Epac2 または Rap1 のノックダウンによっても影響されなかった。そこ
で Epac シグナルによる PRL の転写活性機構を明らかにするため、C/EBPに着目し
てレポーターアッセイで解析したところ、Phe と CPT との共処置で上昇する PRL 転
写活性が、C/EBPの結合配列の変異で消失した。これらのことから、ヒト ESCs にお




第 2 章では、ヒト ESCs の脱落膜化における Epac2 の新規下流因子を同定し、脱落
膜化への関与についてさらに解析した。Epac2 ノックダウンにより発現が減少する因
子として CRT を同定した。CRT は Epac1 や Rap1 ノックダウンでは影響を受けず、
Epac2 特異的な下流因子であった。しかしながら、Phe または CPT 処置をしても CRT
発現量に変化はなかった。CRT ノックダウンは Phe、卵巣ステロイドまたは CPT と
の共処置による脱落膜マーカー (PRL と IGFBP1) の mRNA 発現を抑制した。さらに、
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卵巣ステロイドまたは CPT との共処置による脱落膜細胞への形態変化を CRT ノック
ダウンは阻害した。また、Epac2 や CRT 発現抑制は、SA--Gal 活性と p21 発現を増
加させ、p53 発現を減少したことから、ESCs の老化を誘起したと考えられる。これ
らの結果から、ヒト ESCs の機能的かつ形態的な脱落膜細胞への分化に Epac2 を介し




第 3 章では、着床周辺期のラットの妊娠子宮における Epac 及びその関連因子の発
現と役割について検討した。Epac1、Epac2、Rap1 及び CRT は妊娠 3、5 日目では管
腔、腺上皮細胞に局在していたが、着床後の妊娠 7、9 日目において脱落膜細胞で強
い発現がみられた。また、ゴマ油処置による人為的脱落膜化モデルを用いた検討にお
いても、脱落膜細胞で Epac1、Epac2、Rap1 並びに CRT の発現がみられた。着床遅
延モデルを用いた検討では、妊娠 4 日目に OVX した群と OVX 群に P4を投与した群
と比べて、P4 と E2 を投与して着床を誘起した群では、脱落膜細胞で Epac1、Epac2、
Rap1 及び CRT 発現が上昇した。また、非妊娠ラットに P4と E2をそれぞれ単独また
は共処置しても Epac1、Epac2、Rap1 及び CRT 発現は変化しなかった。このことから、
Epac1、Epac2、Rap1 及び CRT 発現は卵巣ステロイドによる直接的な調節ではなく、
着床による脱落膜化の際に発現が上昇することが明らかとなった。また、脱落膜化部
位において cAMP/PKA シグナルの活性化を示唆する CREB の強いリン酸化が観察さ
れた。さらに、培養 ESCs において、脱落膜マーカー (PRL と DTPRP) の mRNA 発
現は、CPT 処置で影響しなかったものの、Phe 処置で上昇した。Epac1、Epac2、Rap1
及び CRT ノックダウンは、MPA と db-cAMP 共処置による PRL と DTPRP の mRNA




第 4 章では、ヒト子宮内膜腺の成熟における Epac2 と CRT の役割を EM1 を用いて
解析した。Epac2 ノックダウンは CRT 発現を減少させたことより、EM1 においても
CRT 発現が Epac2 により調節されていることが示された。腺機能への関与を調べるた
めに着床関連因子 (LIF、COX2 及び PGE2) と Epac2 や CRT との関連を検討したとこ
ろ、LIF と COX2 の mRNA 発現と PGE2分泌は Phe 処置で上昇し、CPT 処置では影響
しなかった。また、Forskolin または Phe処置による LIF と COX2 の mRNA 発現と PGE2
分泌の増加は、Epac2 または CRT ノックダウンにより抑制された。さらに、Epac2 ま
たは CRT をノックダウンした EM1 は、SA--Gal 活性と p21 発現を増加し、p53 発現
を減少することから、細胞老化を誘起したと考えられる。これらの結果から、ヒト内
膜腺細胞における着床関連因子の産生調節と細胞老化に Epac2 を介した CRT 発現が
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